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論文内容の要旨
【目的】
筋緊張性ジストロフィー症 (myotonic dystrophy 以下MyD) は，筋緊張，筋萎縮を主症状とする常染色体優性の
遺伝病である。最近，ポジショナルクローニングの手法により第 19染色体長腕 19q13.3 に存在する MyDの原因遺伝
子 cDNAが単離同定された。白人では，この遺伝子 (DMPK) の 3' 側にある非翻訳部に存在する (CTG) 反復配列
がMyD患者において異常に伸張している。家系についてみると，世代を経る毎に (CTG) が長くなり，症状は重症化
し，発症年齢も早まる傾向がみられ，臨床所見から説明されていた表現促進 (anticipa _ tion) の間接証明となった。
今回われわれは，日本人MyD患者における実態を調べるために，多数家系を使ってこの領域を遺伝子解析し臨床所見
と比較検討した。
【方法】
(1) サザンハイブリダイゼーション法
日本人MyD家系(西日本を中心として収集した 93家系構成員 312 名，うち患者 196名)の白血球由来の高分
子量DNA を EcoRI， BgII, PstIにより消化した後，アガロースゲルにて電気泳動し，ナイロンフィルターにサザン
ブロッティイグした。次に原因遺伝子の cDNAである p5B 1.4 (cDNA25) を用いて，ハイブリダイゼーションを行
い，出現したバンドから (CTG) 反復配列の伸張した長さを算出した。さらに 84組の親子例(父子間: 44組，母子
間: 40組)で，親子間の (CTG) の長さを比較した。
(2) PCR法
(CTG) 反復配列部分の長さを測定するために， 5' 側プライマー DM101 (CTTCCCAGGCCTGCAGTTTGCCC 
ATC) 及び3' 側プライマー DM102 (GAACGGGGCTCGAAGGGTCCTTGTAGC) を用いてPCR法にて増幅し
た。反応条件は， 950C 1. 5 分: 620C 1 分: 72 0C2分を 1 サイクルとして，サイクル行った。ゲノムDNAは約20ng，
各プライマーは 50pmol ， DM101 の 5' 末端を (r _3PJ ATP で標識したプライマー 0.5pmol， Tth DNA 
polymerase (TOYOBO) を 1U使用し，反応容積を 25μ1 とした。 6%変性ポリアクリルアミドゲルにて電気泳動
? ??
し，オートラジオグラフィーを行って (CTG) 反復配列数を決定した。
【成績】
サザン法の結果， MyD患者のみに (CTG) 反復配列の異常な伸張がみられ，そのサイズは 0.15 -8.7kb (反復数 50
-2900回)であり，健常者は反復数 5 -35 回であった。 (CTG) のサイズと発病年齢の聞には強い負の相関関係が認
められた (γ= 0.587 , p = 0.0001) 。また，発病年齢を先天型，若年型，成人型，軽症型の 4つに分けて各群聞のサイ
ズを比較したところいずれも有意差があり，これまで白人で報告されているように，日本人においても伸張した長さが
長い程，症状は重症で発症年齢も早いことが確認された。しかし軽症型を除いてばらつきが多く，サイズから発病年
齢を予測することは困難であった。親子聞のサイズを比較すると，親に比べ子供では長さが増加する傾向にあり分子レ
ベルにおいて anticipation を支持する結果となった。例外的に 2組の父子間で長さの短縮が認められたが，その内 1
組は長さの縮小にもかかわらず発病年齢は子供の方が早かった。父子聞と母子関で拡大の比率を比較すると，母子聞の
方が反復配列の長さが長くなる傾向が強かった。新しい突然変異に及ぼす両親の加齢の影響 (parental age effect) を
みるため，伸張した反復配列の長さと出生時の親の年齢との間の相関を調べたが，有意な相関関係は見出せなかった。
【総括】
MyDは，プロテインキナーゼ (DMPK) 遺伝子の (CTG) 反復配列の異常な伸張と関係している。多数の日本人MyD
患者を遺伝子解析し白人での報告と同様の傾向を確認した。 MyD患者の出生前診断，発症前診断，確定診断はサザン
法と PCR法により確実に行えるため， DNA診断は今後普及し，また MyD の診断基準の l っとして重要となってくる
ものと思われる。今回示したデータは，遺伝相談や疾患の進行の将来予測に対して資料となる基礎的なデータとなるも
のと期待される。
論文検査の結果の要旨
筋緊張性ジストロフィー症 (DM) は，プロテインキナーゼ (DMPK) 遺伝子の (CTG) 反復配列の異常な増幅と関
係している。本研究者は， 93家系構成員 312名(内，患者 196名トの日本人DM家系を全国レベルで収集し発病年
齢や臨床症状をもとに (CTG) 反復配列を遺伝子解析し臨床型と遺伝子型の関係を比較検討した。その結果， (CTG) 
のサイズと発病年齢との聞に強い負の相関関係が認められること，ぱらつきのためサイズから発病年齢を予測すること
は困難なことが確認された。また，親子閣のサイズを比較すると，親に比べ子供では長さが増加する傾向にあり，母子
聞の方が父子間より増加の程度が顕著であること，増加の程度は親の加齢とは相関しないことが見出された。
本研究は，本邦における DMのDNA診断，特に出生前診断，発症前診断，確定診断などの基礎的データを提供すると
ともに，遺伝相談や疾患の将来予測に対して資料となるという点で貴重な研究であり，学位の授与に値すると考えられ
る。
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